Cryptococcus neoformans inhibits nitric oxidesynthesis caused by CpG-oligodeoxynucleotidestimulated macrophages in a fashion independent of capsular polysaccharides(Cryptococcus neoformansは莢膜多糖体非依存症にCpG-オリゴデキシヌクレオチドによるマクロファージからの一酸化窒素産生を抑制する) by 肖 剛
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論 文 内 容 要 旨
ク リプ トコ ッカス はエイ ズな ど易感染性宿主 に重 篤 な髄 膜脳炎 を引き起 こす ことが知 られてい
る日和見病原真 菌 で ある。 本真 菌 は細胞 内増殖菌 で あ り,そ の感染防御 には イ ンター フェロン γ
(IFN一 γ)な どTh1サ イ トカイ ンによ って誘導 され る細 胞性免 疫 の存 在 が重要 で あ る。 マク ロ
ファー ジはIFN一 γによ って活性 化を受 け,誘 導 型一 酸化窒 素合成酵素(induciblenitricoxide
synthase:iNOS)の 発現 が誘導 され,そ の結 果産生 され るNOに よ って貧食 した ク リプ トコッ
カ スを殺 菌 す る。 また,こ れ までの検討 か ら,非 メチル化CpGオ リゴデオ キ シヌ ク レオ チ ド
(CpG-ODN)を ク リプ トコッカス感染 マ ウスに投与 す る と,IFN一 γ産生 を誘 導 して感染 防御 に
働 くこ とが明 らか にされて いる。 この ような背景 か ら,本 研究 では,ク リプ トコ ッカス感染 が肺
胞マ クロ フ ァー ジのNO産 生及 び殺菌活性 に どの よ うな影 響 を与え るかの検討 を行 った。
方 法 と して は,マ ウ ス肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ細 胞 株 で あ るMH-SをIFN一 γの 存 在 下 で
CpG-ODNで 刺激 した。 この系 に厚 い爽 膜 を有す る高 病原 性株 の ク リプ トコ ッカ スを加 え ると
MH-sか らのNo産 生 が抑制 され,こ の抑制 はiNosmRNA発 現 の低下 に よる ことが明 らか に
な った。 また,爽 膜欠 損変 異株Cap67と その親 株 であ る爽 膜産生株B3501で もその抑制効 果に
差 がみ られ なか った ことか ら,こ の抑制 に英膜 は必 須 では ない と考 え られ た。 さ らに,Cap67
とMH-Sの 間 にニ トロセル ロース膜 を介在 させ ると抑制活性 が消失 した こ とか ら,ク リプ トコッ
カス とマ クロフ ァー ジが接触 あるいは近 接す ることが重要 である ことが わか った。 このよ うな抑
制 はNO産 生 の み に と どま らず,MH-Sに よる ク リプ トコ ッカスの増殖 抑 制活 性 にお いて も同
様 に観 察 され た。Cap67に よるNO産 生抑制効 果 は加熱 によ り完全 に消失 したが,Cap67破 砕
物 で はそ のよ うな影 響 は受 けなか った。Cap67破 砕物 の結 果か ら何 らか の脂 質 が抑 制活性 に関
与 してい ないか検 討 したが,Cap67か ら得 られ た中性脂 質,リ ン脂質 に はその よ うな活性 は検
出で きなか った。 最 後 に,Cap67破 砕物 がCpG-ODNのToll-likereceptor(TLR9)を 介 した
NFKBの 活 性化 に与 え る影 響 を検討 す るため に,HEK293細 胞 にTLR9の 遺 伝子 を導 入 して
NFKBの 活 性化 をル シフ ェラーゼ ア ッセ イで解 析 した ところ,TLR9シ グ ナル の経 路 の抑制 は
見 られなか ったが,LPS刺 激 によ るTLR4経 路 の抑制 は観察 された。
これ らの結果 か ら,ク リプ トコッカスはIFN一 γ存在下 でのCpG-ODNに よる肺胞 マ クロフ ァー
ジか らのNO産 生 を爽 膜非依存 性 に抑制す るこ とが 明 らかにな った。詳 細 な機序 につ いて は,
今後の さ らな る検討 を有す る もの と考 え られた。
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審 査 結 果 の 要 旨
ク リプ トコ ッカスはエイ ズな ど易感染性宿主 に重 篤な髄膜脳 炎を引 き起 こす ことが知 られてい
る 日和見病原真 菌 であ る。 本真菌 は細胞 内増殖菌 であ り,そ の感染防御 にはイ ンター フ ェロ ン γ
(IFN一 γ)な どTh1サ イ トカイ ンによ って誘導 され る細胞 性免疫 の存在 が重要 であ る。 マ クロ
フ ァー ジはIFN一 γによ って活 性化 を受 け,誘 導 型一酸化 窒素合 成酵素(induciblenitricoxide
synthase:iNOS)の 発現 が誘導 され,そ の結 果産生 され るNOに よって貧 食 したク リプ トコ ッ
カスを殺菌 す る。 また,こ れまで,非 メチル化CpGオ リゴデオキ シヌク レオチ ド(CpG-ODN)
を ク リプ トコ ッカス感染 マ ウスに投与す る と,IFN一 γ産 生 を誘 導 して感染 防御 に働 くことが 明
らかに されて い る。 このよ うな背 景か ら,本 砥 究 は,ク リプ トコッカス感染が肺胞 マ クロフ ァー
ジのNO産 生及 び殺 菌活性 にどのよ うな影響 を与 え るか の基 礎的検討 を行 った もので あ る。
本研 究で はまず,マ ウス肺胞 マ クロファー ジ細胞株(MH-S)をIFN一 γの存在下 でCpG-ODN
刺 激 す る系 に厚 い爽 膜 を有す る高病原 性株 の ク リプ トコ ッカス を加 え た ところ,MH-Sか らの
NO産 生が抑 制 され,こ の抑 制 はiNOSmRNA発 現の低 下 によ ることを明 らか に した。 また,
爽膜欠 損変異株Cap67と その親株であ る爽膜産生株B3501で もその抑制効果 に差がみ られ なか っ
た こ とか ら,こ の抑制 に爽 膜 は必 須 ではな い と考え られ た。 さ らに,Cap67とMH-Sの 間 にニ
トロセル ロース膜 を介在 させ ると抑制活性が消失 した ことか ら,ク リプ トコッカス とマクロフ ァー
ジが接 触 あ るい は近 接す るこ とが重要 であ るこ とがわ か った。 この よ うな抑 制 はMH-Sに よ る
ク リプ トコ ッカスの増殖 抑制 活性 にお いて も同様 に観 察 され た。Cap67に よるNO産 生 抑制効
果 は加 熱 によ り完 全 に消 失 したが,Cap67破 砕物 で はその よ うな影 響 は受 けなか った。Cap67
破砕 物 の結果 か ら何 らかの脂質 が抑 制活性 に関与 して いな いか検討 したが,Cap67か ら得 られ
た中性 脂質,リ ン脂質 にはその よ うな活性 は検 出で きなか った。 最後 に,ク リプ トコ ッカスが
CpG-ODNのToll-likereceptor(TLR9)を 介 したNFKBの 活性化 に与え る影 響 を検討 す るた
め に,HEK293細 胞 にTLR9遺 伝子 を導入 しNFKBの 活性化 をル シフ ェラーゼ ア ッセ イで解析
す る実験 を行 った ところ,Cap67破 砕物 はTLR9に よ る活性 化 シグナルを抑制 しな い ことが 明
らかに な った。 これ らの結 果か ら,ク リプ トコ ッカスはIFN一 γ存在下 でのCpG-ODNに よる肺
胞 マ ク ロフ ァー ジか らのNO産 生 を爽膜非依 存性 に抑制 す るこ とが解 明 され た。 今 後,ク リプ
トコ ッカスによ るNO産 生抑制 の詳細な機序 について さ らな る検討 が期 待 され る。
以上,本 研究 では,ク リプ トコ ッカスがマ クロフ ァー ジの殺 菌か ら逃 れ て生存 す るた めの エス
ケ ープ機 構 に関 す る重要かつ新規 な知見を有 して お り,審 査 の結 果,本 論文 内容 が十 分学位 に値
す る ことが確認 され た。
よ って,本 論文 は博 士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認 める。
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